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“O rio atinge seus objetivos porque aprendeu a contornar obstáculos.” 
(Lao Tsé) 
 
“Quem alcança seus objetivos, vai além deles.” 
(Friedrich Nietzsche) 
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Manipulações precoces como as separações maternas curta (SMC) e longa 
(SML)1 alteram, entre outros, a atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 
cujo produto final são os glicocorticóides (cortisol em seres humanos e 
corticosterona em roedores), e do sistema imunológico. Uma vez que a 
participação dos glicocorticóides (GC) nos processos imunológicos é de 
extrema relevância diante de sua ação imunomoduladora, alterações nas 
concentrações desses hormônios poderiam afetar o desenvolvimento de 
doenças auto-imunes (DA), como o lupus eritematoso sistêmico (LES). Os 
camundongos da linhagem NZB/NZWF1 manifestam espontaneamente um 
quadro similar ao do LES e, assim como ocorre em humanos, o sexo feminino 
apresenta maior incidência e maior gravidade da doença. Sendo assim, este 
estudo teve como objetivo verificar se a SMC e a SML alteram o curso da 
evolução do LES em fêmeas NZB/NZWF1 e associar o perfil de secreção de 
CORT à expressão da doença nestes animais. Para isso, fêmeas NZB/NZWF1 
foram divididas em três grupos: não-manipulado (NM), SMC e SML. Do 1º ao 
14º dias após o nascimento, os animais do grupo SMC e SML foram separados 
das mães por 15 minutos e 3 horas, respectivamente. Foram realizadas coletas 
de sangue através do plexo retro-orbital para detecção de fatores anti-
nucleares (FAN) e anti-DNA (a-DNA) e dosagem de corticosterona (CORT) na 
9ª semana de vida, e a cada duas semanas da 10ª à 34ª semana. Foi coletada 
urina para avaliação da proteinúria na 21ª, 27ª, 33ª e 37ª semanas de vida. 
Fêmeas SML apresentaram manifestação tardia de anticorpos a-DNA, 
entretanto, não houve diferença entre os grupos no peso, manifestação e 
                                               
1 Os termos separação materna curta e separação materna longa serão utilizados nesta 
dissertação como sinônimos das denominações mais classicamente utilizadas, early handling e 
separação materna, respectivamente. 
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títulos de FAN, proteinúria e longevidade. Os animais SMC e SML apresentaram 
menores concentrações de CORT em relação ao grupo NM. Não foi detectada 
correlação entre o início da ocorrência de anticorpos a-DNA e proteinúria. 
Observou-se correlação negativa entre a longevidade e a proteinúria nas 33ª e 
37ª semanas de idade, independentemente do grupo. Houve um aumento na 
variação no peso na proximidade da morte, que provavelmente está 
relacionado tanto ao ganho exacerbado de peso em virtude do edema gerado 
pelo acometimento renal, quanto à grande perda de peso promovida por 
quadros de caquexia. Foi encontrada uma forte correlação negativa entre a 
concentração média total de CORT e início de ocorrência de FAN, e uma forte 
correlação positiva entre a concentração média total de CORT e a longevidade 
no grupo NM. As manipulações aboliram as correlações entre essas variáveis e, 
portanto, além da SML ter interferido na produção inicial de anticorpos a-DNA, 
tanto a SMC quanto a SML reduziram a secreção basal de CORT e modificaram 
a relação entre os GC e os eventos da doença na linhagem NZB/NZWF1. 
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Neonatal manipulations, such as short and long maternal separations 
(SMS and LMS, respectively) affect a number of systems, including the 
hypothalamus-pituitary-adrenal axis, which final product are the 
glucocorticoids (cortisol in humans and corticosterone in rodents). Once 
glucocorticoids (GC) exert a major role on the immune system (IS), given their 
immunomodulatory action, alterations in the levels of theses hormones could 
affect the development of auto-immune diseases, such as systemic lupus 
erythematosus (SLE). The NZB/NZWF1 mouse strain spontaneously develops a 
disease similar to SLE and, just like in humans, females are more affected than 
males. This study was performed in order to examine whether SMS and LMS 
modify the onset and development of murine lupus in NZB/NZWF1 females, 
and to associate the pattern of corticosterone (CORT) secretion to the 
expression of the disease. NZB/NZWF1 females were distributed in three 
groups: non-manipulated (NM), SMS and LMS. Maternal separation was 
performed daily during postnatal days 1-14, lasting 15 minutes in the SMS 
group and 3 hours in the LMS group. Blood was sampled from the retro-orbital 
plexus on the 9th, and every other week, from 10th-34th weeks of life, for 
subsequent detection of FAN and a-DNA and for CORT assay. Urine samples 
were collected on the 21st, 27th, 33rd and 37th weeks of life. There were no 
group differences in weight gain, onset and titration of FAN, proteinuria and life 
span. LMS females presented late onset of a-DNA antibodies. SMS and LMS 
mice exhibited reduced CORT levels compared to NM animals. No correlation 
between the onset of a-DNA antibodies and proteinuria was detected. A 
negative correlation was observed between life span and the proteinuria on the 
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33rd and 37th weeks of life. A robust weight variance near to death was 
observed, probably related to an edema-induced weight gain, or to a cachexy-
induced weight loss. There was a strong negative correlation between total 
mean CORT concentration and onset of FAN, and a strong positive correlation 
between total mean CORT concentration and life span in the NM group. 
Neonatal manipulations extinguished these correlations; hence, LMS interfered 
with the initial a-DNA antibody production and both SMS and LMS decreased 
basal CORT secretion, altering the association between GC secretion and the 
disease events in the NZB/NZWF1 mouse strain. 
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1 - Introdução 
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1.1 – Estresse 
O termo estresse foi utilizado pela primeira vez na Medicina, em 1936, 
pelo endocrinologista Hans Selye. Baseado no conceito de constance du milieu 
intérieur (equilíbrio do meio interno), postulado por Claude Bernard, e na 
propriedade dos sistemas abertos, como os organismos vivos, de regular seu 
meio interno por meio de ajustes do equilíbrio dinâmico para a manutenção de 
uma condição constante, descrita por Walter Cannon, Selye definiu o estresse 
como “a resposta não-específica do organismo a uma demanda” (Selye, 1998). 
As respostas de estresse são constituídas pela ativação de sistemas 
neurobiológicos que ajudam a preservar a viabilidade durante a mudança. 
Apesar de necessárias à sobrevivência, os efeitos de desencadeamentos 
freqüentes de respostas fisiológicas ao estresse podem aumentar o risco de 
problemas de saúde físicos e mentais (Gunnar e Quevedo, 2007). 
Os sistemas fisiológicos de resposta de estresse mais estudados são o 
eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) e o sistema simpático adrenomedular. 
Estes sistemas respondem diariamente aos eventos estressantes, assim como 
ao ciclo de atividade e descanso. Comportamentalmente, a resposta de 
estresse constitui-se das reações de luta-ou-fuga, porém pode incluir outros 
comportamentos, como consumo excessivo de álcool, alimentos, fumo e outras 
substâncias. Outro tipo de reação a uma situação potencialmente estressante é 
o aumento da vigilância, acompanhado por um aumento da ansiedade e 
preocupação, particularmente quando a ameaça não é bem definida e quando 
não há nenhuma resposta comportamental clara que poderia levar ao fim da 
ameaça (McEwen, 2002). 
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O estresse agudo ativa o eixo HPA inicialmente eliciando a liberação de 
hormônio liberador de corticotrofina (CRH) pelos neurônios responsáveis por 
sua produção nas áreas córtico-límbicas do cérebro. Esses neurônios, cuja 
principal localização é o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), secretam 
o CRH no sistema porta-hipofisário. O CRH atua sobre a adenohipófise, 
promovendo a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que alcança 
a circulação sistêmica e atinge o córtex das glândulas adrenais, estimulando a 
secreção de glicocorticóides (GC). O principal GC nos seres humanos é o 
cortisol, e nos roedores é a corticosterona (CORT) (Harbuz, 2002). 
Os GC também promovem um feedback negativo sobre o eixo HPA, 
especialmente no hipocampo, córtex pré-frontal, hipotálamo e hipófise, 
reduzindo a liberação de CRH e de ACTH (Diorio et al., 1993; Ladd et al., 
2004; Sapolsky et al., 1985). 
Mudanças fisiológicas de apoio à resposta de luta-ou-fuga são 
promovidas pelos GC, como aumento da taxa de glicose sanguínea por 
estimular a gliconeogênese no fígado, lipólise e catabolismo protéico (em casos 
crônicos) (Brindley e Rolland, 1989). 
As alterações do eixo HPA após estresse crônico variam de acordo com 
as estratégias de enfrentamento desenvolvidas pelo indivíduo. Os organismos 
que se adaptam ao estresse crônico mostram uma redução das concentrações 
plasmáticas de ACTH e GC quando comparadas às concentrações logo após o 
estresse agudo (Herman et al., 2005). Entretanto, o estresse crônico 
freqüentemente resulta na hipersecreção de GC e na ativação sustentada do 
sistema nervoso simpático central e periférico. Essas alterações são uma 
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conseqüência da dessensibilização dos receptores GC centrais e da resistência 
à inibição por feedback negativo. Durante o estresse crônico, há também a 
secreção de arginina vasopressina (AVP) pelo hipotálamo, que de maneira 
similar ao CRH induz a liberação de ACTH pela adenohipófise e, 
conseqüentemente, aumenta a concentração plasmática de GC (Leonard, 
2005). 
A inflamação crônica é também uma forma de estresse (Harbuz, 2002). 
Assim como em outros tipos de estresse crônico, na inflamação crônica há 
redução na expressão de RNAm de CRH e aumento na expressão de RNAm de 
AVP. Desse modo, sugere-se que essa mudança para um mecanismo AVP-
dependente mantém a responsividade do eixo HPA mesmo diante de altas 
concentrações de GC, que em uma situação normal promoveriam o feedback 
negativo (Chowdrey et al., 1995). 
 
1.2 – Interação entre Sistema Nervoso Central, Sistema 
Neuroendócrino e Sistema Imunológico 
As conexões entre o sistema nervoso central (SNC), sistema 
neuroendócrino e sistema imunológico (SI) implicam em uma regulação 
fisiológica destes três sistemas. Por meio de vias neuronais, cascatas 
hormonais e interações celulares, o SNC pode regular o SI localmente nos 
sítios da inflamação, regionalmente nos órgãos imunológicos, e sistemicamente 
pelas vias hormonais, como o eixo HPA (Webster et al., 2002). Por sua vez, as 
citocinas produzidas pelo SI podem promover alterações no SNC e no sistema 
neuroendócrino. 
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Um desafio imunológico que ameaça a estabilidade do organismo 
também pode ser considerado um agente estressor. Portanto, diversas 
citocinas ativam o eixo HPA, dentre elas IL-1, IL-2, IL-6, IL-11, IL-12, TNF- e 
IFN-, além de alguns fatores estimuladores de colônias (CSF). Mas a mais 
potente ativadora é a citocina pró-inflamatória IL-1 (Besedovsky e del Rey, 
2000). 
Por sua vez, os GC afetam a produção de IL-1. Além do feedback 
exercido pelos GC sobre o eixo HPA ao nível do hipocampo, núcleo 
paraventricular do hipotálamo e hipófise anterior, também se pode considerar 
que os GC exercem feedback negativo inibindo as células produtoras de IL-1 
(Wick et al., 1993). 
 
1.3 – Glicocorticóides e Resposta Imunológica 
Os efeitos dos GC sobre o SI são seletivos e dependem do estágio e do 
tipo de resposta imunológica. Os GC afetam de modo diferenciado as várias 
populações de linfócitos, induzindo uma mudança na produção de citocinas do 
padrão T helper 1 (Th1) para o padrão Th2. O padrão Th1 caracteriza-se pela 
produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente IL-2, IL-12, TNF- e 
IFN-, as quais promovem a imunidade celular. Já o padrão Th2, anti-
inflamatório, tem como principais citocinas a IL-4 e IL-10, que promovem 
imunidade humoral. Células Th0 CD4+ são bipotenciais, podendo tanto atuar 
como precursoras de células Th1 quanto de Th2. Portanto, em níveis 
fisiológicos os GC estimulam o padrão anti-inflamatório (Elenkov e Chrousos, 
2002).  
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O equilíbrio entre a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-
inflamatórias é essencial. Uma vez perdido, desenvolvem-se várias doenças 
infecciosas, auto-imunes, inflamatórias, alérgicas e neoplásicas (Elenkov e 
Chrousos, 2002). 
Os GC preferencialmente inibem linfócitos não-ativados e, ao mesmo 
tempo, favorecem a expressão de receptores IL-2 nos linfócitos ativados, 
tornando as células T ativadas mais sensíveis aos efeitos da IL-2 durante a 
expansão clonal. Portanto, a liberação de GC durante uma resposta 
imunológica específica resulta na supressão de células imunológicas com pouca 
ou nenhuma afinidade pelo antígeno e favorece a expansão clonal daquelas 
com alta afinidade. Assim, a interação entre sistema imunológico e eixo 
hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) ajuda a evitar a expansão excessiva da 
massa e da atividade de células imunológicas. Distúrbios nessa interação 
podem contribuir para a manifestação de doenças auto-imunes (DA) em 
indivíduos geneticamente pré-dispostos (del Rey e Besedovsky, 2000). 
Concentrações fisiológicas e farmacológicas de GC exercem diferentes 
efeitos sobre o SI. Concentrações fisiológicas que ocorrem durante o estresse 
físico ou psicológico promovem a modulação dos genes de transcrição 
envolvidos na resposta inflamatória, enquanto doses farmacológicas (altas 
concentrações de GC) resultam em uma supressão da resposta inflamatória 
(Webster et al., 2002). 
Os GC inibem diversos processos envolvidos na inflamação em geral e 
na destruição tecidual auto-imune, em particular. Esses hormônios ligam-se a 
receptores GC, os quais inativam vários fatores de transcrição, como AP-1, NF-
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kB e NFIL-6, exibindo então suas múltiplas ações como anti-inflamatórios, 
imunossupressores e inibidores do crescimento celular (Nozaki et al., 2005). 
Os GC então inibem a apresentação de antígenos; quimiotaxia de linfócitos, 
monócitos e granulócitos; suprimem a função citotóxica não-específica; e se 
contrapõem à expressão anormal de moléculas de MHC classe II induzidas por 
IFN- em células-alvo do ataque auto-imune, importantes na perpetuação das 
lesões inflamatórias (Wick et al., 1993). Os GC ainda inibem o extravasamento 
e migração de diferentes células inflamatórias, além de suprimir a produção e 
ação de mediadores inflamatórios locais, como IL-1, IL-6 e TNF- (Wick et al., 
1993). 
 
1.4 – Variabilidade Individual na Resposta do Eixo Hipotálamo-
hipófise-adrenal 
A responsividade do eixo HPA difere sobremaneira entre os indivíduos, 
mesmo entre pessoas saudáveis. Voluntários saudáveis podem ser divididos 
em alto- e baixo-respondedores dependendo grau de ativação do eixo HPA por 
um estímulo (Petrides et al., 1997). Essa variabilidade de resposta ao estresse 
parece depender de atributos próprios do organismo, como características 
genéticas e idade, e também de experiências prévias de estresse e eventos na 
vida precoce (Shanks e Lightman, 2001). 
Defeitos na resposta do eixo HPA podem ocorrer em vários níveis, como 
no hipotálamo, hipófise e/ou adrenais, com alterações na expressão de CRH, 
ACTH e cortisol/CORT; ou mesmo alterações na sensibilidade do sistema a 
fatores estimulantes ou supressivos. Após o GC atingir a célula-alvo, há ainda 
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várias etapas para a indução da ativação gênica, como sua passagem para o 
interior da célula, ligação ao receptor citoplasmático, dimerização, translocação 
para o núcleo, interação com co-fatores e a maquinaria de transcrição 
(Webster et al., 2002). Alterações em qualquer uma dessas etapas podem 
resultar em uma resposta modificada do eixo HPA ou dos GC, predispondo o 
indivíduo a doenças. 
 
1.5 – Experiência Individual e Risco para Doenças 
A ativação crônica dos sistemas de resposta de estresse pode promover 
hipertensão, imunossupressão, diabete, ansiedade, disforia, distúrbios de 
sono, etc. (Stratakis e Chrousos, 1995). Tanto níveis crônicos aumentados ou 
diminuídos de GC estão associados à adaptação irregular. Em contrapartida, 
elevações moderadas ou controladas estão associadas à saúde física e mental 
(Gunnar e Quevedo, 2007). 
A despeito dos riscos associados ao estresse crônico, existe algo 
subjacente ao indivíduo que o torna mais ou menos susceptível a desenvolver 
doenças relacionadas ao estresse. O aumento à predisposição a essas doenças 
pode ser decorrente da qualidade da relação familiar na idade precoce. Assim, 
a perda de um dos pais na infância aumenta o risco para depressão maior e 
distúrbios de ansiedade (Kendler et al., 1992). Estudos experimentais também 
mostram que a ocorrência de estresse no início da vida pode promover 
alterações permanentes em diversos sistemas de neurotransmissão e 
estruturas centrais relacionadas à depressão maior (Kaufman et al., 2000). 
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As experiências neonatais influenciam o desenvolvimento de doenças 
até mesmo em linhagens predispostas a desenvolver doenças, como o rato 
espontaneamente hipertenso (SHR). Apesar de existir um fundamento genético 
para o desenvolvimento da hipertensão, esta também é influenciada por 
fatores epigenéticos. Filhotes SRH criados por mães da linhagem selvagem 
Wistar-Kioto não exibem a hipertensão na mesma extensão do que filhotes 
criados por mães SHR (McCarty et al., 1992). 
A plasticidade na maioria dos sistemas fisiológicos em desenvolvimento 
é de grande importância adaptativa, permitindo que o organismo enfrente 
melhor as exigências do ambiente em que está amadurecendo e no qual 
provavelmente viverá. Entretanto, a reorganização rápida dos sistemas 
regulatórios para lidar com a demanda imediata pode gerar conseqüências de 
longo prazo sobre a função fisiológica, predispondo o organismo a patologias. 
Este pode ser o caso de quando as pressões ambientais diferem entre o 
desenvolvimento e a vida adulta (Shanks e Lightman, 2001). 
 
1.6 – Experiências Neonatais e Sistema Imunológico 
As respostas imunológicas também são influenciadas por experiências 
precoces, e sugere-se que a exposição a patógenos durante o desenvolvimento 
seja importante para formação do repertório imunológico, pois pouca ativação 
do sistema imunológico nessa fase da vida predisporia ao desenvolvimento de 
alergias (Rook e Stanford, 1998). 
O GC sintético dexametasona (DEX), quando administrado durante a 
primeira semana de vida de ratos, promove efeitos de longo prazo sobre a 
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susceptibilidade a desafios imunológicos. Esses animais apresentam, com oito 
semanas de vida, menor resposta de CORT e menor produção de citocinas 
inflamatórias por macrófagos frente a desafio com LPS (lipopolissacarídeo) 
(Bakker et al., 2000). 
A administração de IL-1 a filhotes de camundongos na primeira semana 
de vida promove diminuição das concentrações matutinas de CORT e aumento 
da resposta de esplenócitos a antígenos alogênicos (del Rey et al., 1996). 
Ratos tratados neonatalmente com baixas doses de endotoxina exibem 
aumento da responsividade do eixo HPA na idade adulta (Shanks et al., 1995). 
Estes dados demonstram que a natureza interativa dos sistemas 
imunológico e neuroendócrino já está presente durante o desenvolvimento, e 
que tais interações podem alterar tanto a função imunológica quanto a 
endócrina a longo prazo. 
 
 
1.7 – Ontogênese da Resposta do Eixo Hipotálamo-hipófise-
adrenal ao Estresse 
Mamíferos adultos secretam GC obedecendo a um ritmo circadiano e 
frente a estímulos estressantes, uma resposta essencial para a sobrevivência. 
No entanto, durante o desenvolvimento, os roedores apresentam um período 
em que diversos estímulos estressantes de pequena ou média intensidade, ou 
mesmo estimulação das adrenais com ACTH, não eliciam uma resposta de 
CORT. Esse período, que se estende do 4° ao 14° dias de vida, é conhecido 
como “período de hiporresponsividade ao estresse” (PHRE) (Rosenfeld et al., 
1991; Rosenfeld et al., 1992) e caracteriza-se por um padrão de secreção de 
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CORT em forma de curva em U, com os menores valores ocorrendo entre os 
dia 10 e 12 de vida (Rosenfeld et al., 1992).  Uma das primeiras hipóteses 
acerca da causa do PHRE consiste no postulado da imaturidade das vias 
neuronais que se projetam para o PVN (de Kloet  ER, 1988). Realmente, várias 
das vias que se projetam para este núcleo hipotalâmico ainda não estão 
completamente funcionais no durante esse período (de Kloet  ER, 1988), o que 
prejudica a estimulação do hipotálamo diante de certos tipos de estresse 
(Bouret et al., 2004a; Bouret et al., 2004b; Rinaman, 2001), impossibilitando 
a ativação adequada do eixo HPA. Porém essa causa é parcialmente 
responsável pelo PHRE, pois em resposta à estimulação direta das glândulas 
adrenais com ACTH, observa-se o mesmo padrão temporal de secreção de 
CORT, indicando que o PHRE deve-se à insensibilidade das glândulas adrenais 
ao seu hormônio trófico (Witek-Janusek, 1988). 
Embora as concentrações baixas e constantes de GC no PHRE sejam 
essenciais para o desenvolvimento adequado do sistema nervoso dos roedores 
(Meyer, 1985), o cérebro desses animais ainda mantém a capacidade de 
responder a certos estressores, indicando que não é somente a imaturidade 
das vias neuronais a responsável pela hiporresponsividade do eixo HPA nas 
duas primeiras semanas de vida (de Kloet et al., 2005). O estresse 
imunológico, como a infecção, pode interferir com a quiescência do eixo HPA 
no PHRE. Mas o efeito mais marcante sobre o eixo HPA ocorre mediante a 
separação dos filhotes da mãe, ou seja, a interação mãe-filhote é um fator 
determinante para o desenvolvimento adequado da prole.  
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O desenvolvimento inicial dos mamíferos é caracterizado por um período 
de grande dependência da mãe, a qual fornece nutrição, calor, estimulação 
tátil e proteção à prole. Além dessas necessidades mais óbvias, diversos 
processos fisiológicos dos filhotes, como as freqüências cardíaca e respiratória, 
a secreção de hormônio de crescimento (Hofer, 1973; Hofer, 1984; Kacsoh et 
al., 1990; Kuhn et al., 1990), e o PHRE, são também regulados pelos cuidados 
maternos (Levine et al., 1991; Rosenfeld et al., 1993; Suchecki et al., 1993b). 
Quando separados das mães por períodos prolongados (24 horas), filhotes de 
ratos apresentam aumento lento e gradual da concentração basal de CORT, 
além de uma resposta robusta de CORT frente à estimulação com ACTH 
exógeno ou mesmo alguns estressores (Kuhn et al., 1990; Levine et al., 1991; 
Rosenfeld et al., 1991). Observa-se também um aumento nas concentrações 
plasmáticas de ACTH após a aplicação de estresse brando nos animais privados 
da mãe (Suchecki et al., 1993a)..  
Comportamentos maternos específicos estão relacionados a efeitos 
específicos sobre a fisiologia dos filhotes. A liberação de CORT, por exemplo, é 
regulada principalmente pela amamentação (Rosenfeld et al., 1993), enquanto 
que a liberação de ACTH é completamente inibida pela limpeza anogenital 
(Suchecki et al., 1993b). 
Existem variações naturais nos comportamentos maternos de lamber e 
limpar os filhotes e de amamentação com as costas arqueadas (ao invés de 
deitar-se de lado para amamentar). Essas variações podem determinar o 
futuro padrão de resposta do filhote ao estresse. Assim, filhotes de mães mais 
cuidadosas, cujo comportamento caracteriza-se por alta freqüência de lamber 
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e amamentação com as costas arqueadas, apresentam menor ativação do eixo 
HPA ao estresse, maior densidade de receptores GC no hipocampo (envolvidos 
no sistema de feedback negativo da CORT) e menores níveis de RNAm de CRH 
(Liu et al., 1997). Esses filhotes também apresentam menos comportamento 
de medo frente a um alimento novo e alteração em diversos receptores. Há um 
aumento da densidade de receptores benzodiazepínicos na amígdala e locus 
coeruleus, aumento na densidade de receptores 2-adrenérgicos e redução de 
receptores de CRH no locus coeruleus (Caldji et al., 1998). Ou seja, ocorre 
uma redução da atividade dos sistemas de resposta ao estresse em nível 
central. 
A modificação da interação mãe-filhote, portanto, é capaz de alterar a 
ontogênese de diversos sistemas, inclusive a ontogênese da atividade do eixo 
HPA. 
 
1.6.1 – Separação Materna Curta 
Acredita-se que os efeitos da separação materna por breves períodos de 
tempo, ou separação materna curta (SMC), sejam mediados por alterações da 
relação mãe-filhote, que por sua vez produz mudanças nos cuidados maternos. 
Mais especificamente, após a reunião, as mães de filhotes submetidos à SMC 
despendem o mesmo tempo com a ninhada, porém apresentam mais 
comportamentos de lamber/limpar e amamentação com as costas arqueadas, 
quando comparadas às mães de filhotes não manipulados. Esse aumento dos 
cuidados maternos induzidos pela SMC é devido, pelo menos em parte, ao 
aumento da vocalização ultra-sônica emitida pelos filhotes (Bell et al., 1971). 
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Ratos submetidos à SMC apresentam respostas menos robustas de 
ACTH e de CORT total e livre diante de uma grande variedade de estressores, 
além de apresentarem um sistema de feedback negativo mais eficiente do que 
animais não-manipulados (NM) (Meaney et al., 1985; Meaney et al., 1996). 
Não há diferenças entre animais SMC e NM na sensibilidade da adrenal ao 
ACTH, na sensibilidade da hipófise ao CRH e nas concentrações plasmáticas de 
globulina ligante de corticosteróides (CBG) (Meaney et al., 1996). Os efeitos 
mais marcantes da SMC sobre a função do eixo HPA são demonstrados sob 
condições de estresse, uma vez que estes animais apresentam um mecanismo 
de feedback negativo mais potente, pois possuem maior número de receptores 
glicocorticóides (GR) no hipocampo e córtex pré-frontal (Meaney et al., 1989; 
Meaney et al., 1996). Além disso, as concentrações de CRH e AVP na 
eminência mediana, e de RNAm de CRH no hipotálamo são maiores em ratos 
NM em comparação a ratos SMC, sob condições basais (Plotsky e Meaney, 
1993; Viau et al., 1993). Assim, diante de um estímulo estressor, a maior 
liberação de CRH e AVP resulta em uma maior liberação de ACTH nos animais 
NM. 
 
1.6.2 - Separação Materna Longa 
Os mecanismos envolvidos na resposta do eixo HPA da separação 
materna prolongada no neonato possivelmente diferem daqueles envolvidos na 
resposta ao estresse, já que nessa fase da vida os animais encontram-se no 
PHRE e, portanto, estímulos físicos e psicológicos não ativam o eixo (Sapolsky 
e Meaney, 1986). No entanto, a separação da mãe por longos períodos 
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promovem aumento da concentração plasmática de CORT (Furukawa et al., 
1998; Levine et al., 1991). 
A separação da mãe pode promover elevações de corticosterona (CORT) 
no filhote proporcionais ao tempo de separação (Levine et al., 1991; Pihoker et 
al., 1993). Em ratos submetidos à separação materna longa (SML) ocorre um 
aumento da resposta do eixo HPA ao estresse (Kalinichev et al., 2002), 
redução de GR no hipocampo (Meaney et al., 1989; Meaney et al., 1996) e no 
córtex frontal e giro do cíngulo (Ladd et al., 2004) e aumento de RNAm de 
CRH no núcleo paraventricular do hipotálamo e na eminência mediana (Plotsky 
e Meaney, 1993). 
É necessário enfatizar, no entanto, que esses efeitos foram 
caracterizados em ratos da linhagem Long-Evans, não sendo necessariamente 
iguais em outras linhagens (Tiba et al., 2004). 
 
1.8 – Manipulações Neonatais e Sistema Imunológico 
Além da maturação dos sistemas nervoso e endócrino, no período 
neonatal ocorre também a maturação do sistema imunológico. A ontogênese 
desses três sistemas parece ser interdependente (Jankovic et al., 1981). 
Foi descrito que a SMC potencializa a reatividade imunológica, 
aumentando a produção de anticorpos contra hemácias de ovelha (von 
Hoersten et al., 1993) e flagelina (Solomon et al., 1968), e a proliferação de 
linfócitos estimulada por mitógenos (Lown e Dutka, 1987), além de aumentar 
a citotoxidade de células natural killer (NK) (Neveu et al., 1994). Macacos 
Rhesus criados em maternidade apresentam maior capacidade de proliferação 
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de linfócitos, enquanto que animais submetidos a separações repetidas na 
infância apresentam uma capacidade diminuída (Coe et al., 1989). 
Mas os efeitos mais marcantes da SMC sobre as interações neuro-
imunológicas ocorrem quando os animais são submetidos ao estresse. Após 
exposição aguda ou crônica ao estresse de frio, a resposta de células 
formadoras de placa (CFP) a hemácias de ovelha diminui tanto em animais 
SMC quanto em animais controle. No entanto, se os animais cronicamente 
estressados forem re-expostos ao estresse, a supressão da resposta continua 
nos animais controle, mas deixa de ocorrer nos animais SMC, sugerindo que, 
embora a resposta de anticorpos seja suprimida após estresse crônico nestes 
animais, estes ainda são capazes de lidar melhor com o estresse subseqüente 
e manter a resposta imunológica (Bhatnagar et al., 1996). 
 
1.9 – Doenças Auto-imunes e Glicocorticóides 
A DA se expressa como uma ativação do SI contra antígenos próprios. O 
SI possui diversos mecanismos para garantir que respostas auto-agressivas 
não ocorram sob circunstâncias normais. Uma vez que os linfócitos geram 
receptores antigênicos a partir de rearranjos gênicos e mutações somáticas, 
determinadas imunoglobulinas (Ig) e receptores de células T (TCR) são 
capazes de reagir tanto com antígenos estranhos quanto próprios. Para 
impedir a ação nociva de linfócitos potencialmente auto-reativos, há uma 
variedade de mecanismos para deleção, anergia ou supressão de células B e T 
(Wick et al., 1993). Apenas a falha simultânea dos mecanismos de auto-
tolerância leva à manifestação da doença auto-imune. 
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Nas doenças auto-imunes em geral há um desequilíbrio dos padrões de 
citocinas Th1 e Th2. Entre as doenças auto-imunes com desequilíbrio para o 
padrão Th1 estão a artrite reumatóide, esclerose múltipla, diabetes tipo 1, 
doença auto-imune da tireóide e doença de Crohn. Já o lupus eritematoso 
sistêmico (LES) e as alergias possuem caráter Th2 (Elenkov e Chrousos, 
2002). 
De acordo com o conceito de que as DA têm patogênese multifatorial, 
são necessários pelo menos dois conjuntos de genes. Um deles codifica para 
uma reação anormal e auto-imune do SI, enquanto o outro codifica para a 
susceptibilidade primária do órgão ou estrutura aos mecanismos efetores 
celulares e humorais (Wick et al., 1993). O padrão final da doença é então 
determinado por fatores modulatórios adicionais, como os GC e hormônios 
sexuais, que atuam sobre o SI ou sobre o órgão ou estrutura-alvo (Lechner et 
al., 1996). 
Os mecanismos neuroendócrinos envolvidos na imunomodulação devem 
influenciar apenas etapas e processos definidos da complexa seqüência de 
eventos da resposta imunológica, além de não poder comprometer a 
imunoespecificidade. O aumento na concentração de GC durante a resposta 
imunológica é um fenômeno tardio, e as células já ativadas e com alta 
afinidade pelo antígeno são menos afetadas do que as células acessórias e 
linfócitos em repouso ou com baixa afinidade pelo antígeno (Besedovsky e del 
Rey, 2000). Portanto, a interação entre o SI e o eixo HPA tem como um de 
seus objetivos prevenir a expansão e ativação inapropriada e excessiva das 
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células imunológicas, além de evitar a superprodução de citocinas (Besedovsky 
e del Rey, 2000). 
As funções imunomodulatórias dos GC normalmente são bem 
orquestradas e essenciais para a recuperação de estresses inflamatórios. 
Respostas neuroendócrinas inadequadas, como a hiporresponsividade do eixo 
HPA, podem predispor o indivíduo ao desenvolvimento de desordens 
inflamatórias crônicas, como a artrite reumatóide (Masi et al., 1999a). Em 
seres humanos, vários estudos indicam que no início da artrite reumatóide os 
pacientes apresentam níveis normais de cortisol, o que é inapropriado frente à 
inflamação (Chikanza, 1996; Crofford et al., 1997; Masi et al., 1999b). Ratos 
com artrite induzida por adjuvante (AA) são incapazes de responder 
adequadamente aos estresses psicológicos de restrição e som, e ao estresse 
físico de injeção intraperitonial de salina hipertônica, o que parece estar 
relacionado com a alteração dos padrões de liberação pulsátil de CORT 
(Aguilera et al., 1997; Windle et al., 2001). 
Ratos da linhagem Lewis (LEW/N) são altamente suscetíveis a uma 
grande variedade de doenças inflamatórias, em parte devido à resposta 
deficiente do eixo HPA. Os ratos da linhagem Fischer (F344/N), entretanto, 
apresentam uma resposta hiperativa do eixo HPA e são relativamente 
resistentes às mesmas doenças inflamatórias auto-imunes (Sternberg et al., 
1989a; Sternberg et al., 1989b). 
A encefalomielite auto-imune experimental (EAE) é um modelo induzido 
de esclerose múltipla amplamente utilizado. Em ratos Lewis, a EAE se 
manifesta por um ataque paralítico de 11 a 14 dias após a injeção de proteína 
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básica de mielina de cobaia (PBM) como antígeno encefalitogênico. Nessa 
doença predomina a reposta do tipo Th1, e as concentrações de GC elevam-se 
em seu decurso nos ratos Lewis. A remissão da doença, que ocorre entre 4 e 5 
dias após os sinais de paralisia, é dependente do aumento de GC, uma vez que 
a adrenalectomia resulta na morte desses animais (MacPhee et al., 1989). A 
administração de GC em doses que proporcionam uma elevação plasmática 
destes hormônios similar àquela de animais intactos com EAE, também 
promove remissão da doença em ratos adrenalectomizados (MacPhee et al., 
1989).  
 
1.10 – Lupus Eritematoso Sistêmico 
O LES é uma DA clinicamente heterogênea, de caráter multissistêmico, 
com alta produção de citocinas anti-inflamatórias (Elenkov e Chrousos, 2002). 
O LES segue um curso flutuante, com exacerbações e remissões espontâneas. 
Alguns dos órgãos e sistemas afetados são o sistema nervoso central, sangue, 
articulações, rins, pulmões, membranas serosas e pele (Childs, 2006). A 
alteração imunológica mais bem conhecida do LES é a formação de numerosos 
anticorpos contra constituintes próprios, os auto-anticorpos (Reeves, 1992). 
Estes podem ser direcionados contra componentes como o DNA, antígenos 
nucleares e ribonucleoproteínas. Alguns destes anticorpos têm um papel 
patogênico direto, tanto por precipitar os imunocomplexos nos órgãos-alvo, 
quanto por participar de reações cruzadas com outros antígenos funcionais 
importantes (Manson e Rahman, 2006). 
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Mais de 90% dos pacientes com LES apresentam fatores anti-nucleares 
(FAN) positivo, mas para ser considerado significativo, o título de anticorpos 
deve ser no mínimo de 1:80, uma vez que indivíduos saudáveis também 
podem apresentar auto-anticorpos em baixos títulos. Embora a detecção de 
FAN seja uma técnica sensível, não é específica para o lupus. Em diversas 
outras doenças, como a esclerose sistêmica, polimiosite e algumas infecções 
crônicas, há também produção de FAN. Anticorpos anti-DNA de fita dupla (a-
DNA) e, mais recentemente, anti-nucleossomo, são mais específicos para o 
diagnóstico de LES (Manson e Rahman, 2006). É também corrente na 
literatura que os anticorpos a-DNA são preditivos de envolvimento renal. 
A principal disfunção imunológica no LES é o depósito de 
imunocomplexos em várias células, precipitando a inflamação e eventual 
patologia no órgão (Childs, 2006). O aumento da adesividade de células 
endoteliais aliado a auto-anticorpos inflamatórios, imunocomplexos, proteínas 
do complemento, fibronectina e outros fatores quimiotáxicos, propicia 
alterações agudas e crônicas na fisiologia celular, induzindo a disfunção do 
órgão ou sistema (Childs, 2006).  
Distúrbios renais afetam cerca de 30% dos pacientes com LES, e 
constituem a mais perigosa complicação dessa doença. Freqüentemente, no 
início da doença o comprometimento renal é assintomático, e só pode ser 
avaliado pela perda de proteína na urina, afetando também a osmolaridade do 
organismo (Manson e Rahman, 2006). 
O LES varia de acordo com a idade, raça e sexo. Tanto homens quanto 
mulheres são afetados, porém nove entre dez pacientes com LES são 
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mulheres, das quais 80% em idade reprodutiva, havendo um declínio 
acentuado no período da menopausa (Wilder, 1995). Isso em virtude da 
participação dos hormônios sexuais na resposta imunológica, pois os 
estrógenos aumentam a imunidade humoral, enquanto os andrógenos e a 
progesterona são imunossupressores naturais (Cutolo et al., 2006). 
 
1.11 – Modelo Animal de LES 
Nos últimos quarenta anos, os modelos animais, em particular em 
camundongos, têm sido muito importantes no estudo da patogênese do LES. 
Baseado no modo como são gerados, estes modelos podem ser divididos em 
três grupos: (1) modelos espontâneos de lupus, (2) modelos congênitos, e (3) 
modelos de engenharia genética (Liu e Mohan, 2006). 
Os modelos congênitos consistem na criação de sub-linhagens com um 
determinado loci importante para uma doença poligênica inserido em um 
background genético normal. Através dessa estratégia, pode-se detalhar 
melhor a participação de determinados loci gênicos no lupus. Já os modelos de 
engenharia genética, os chamados knockout, constituem uma estratégia para 
identificar o papel isolado de certas proteínas nessa doença (Liu e Mohan, 
2006). 
Os modelos espontâneos de lupus foram os primeiros a serem descritos, 
e incluem diversas linhagens como New Zealand Black/New Zealand White 
(NZB/NZWF1), NZM2410, MRL/lpr e BXSB/Yaa. Os camundongos NZB/NZWF1, 
oriundos do cruzamento de fêmeas NZB e machos NZW, foram o primeiro 
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modelo de desenvolvimento espontâneo de um quadro similar ao do lupus a 
ser identificado (Theofilopoulos e Dixon, 1985). 
As diversas linhagens de lupus murino permitiram identificar que a 
doença é causada por anormalidades geneticamente determinadas nas células 
linfóides precursoras, e não por anormalidades de auto-antígenos. Esses 
animais em geral apresentam hiperatividade de células B, promovendo 
hipergamaglobulinemia, viragem precoce de IgM para IgG, produção de auto-
anticorpos contra vários antígenos endógenos, formação de imunocomplexos, 
e várias manifestações histopatológicas, dentre as quais a glomerulonefrite é a 
mais proeminente (Theofilopoulos e Dixon, 1985). 
Os camundongos NZB/NZWF1 apresentam altos títulos de auto-
anticorpos (Theofilopoulos e Dixon, 1985) e há indicações de que falhas nas 
células B desempenham um importante papel no desenvolvimento do lupus 
nessa linhagem (Reininger et al., 1996). Essas falhas podem incluir problemas 
no estabelecimento da auto-tolerância de células B, particularmente contra 
auto-antígenos característicos do lupus, como DNA e cromatina. Os auto-
anticorpos estão associados ao desenvolvimento de glomerulonefrite de 
progressão rápida e fatal. Virtualmente 100% dos animais desenvolvem esta 
síndrome, mas há diferenças sexuais significativas no padrão da doença. FAN 
podem ser observados em algumas fêmeas aos dois meses de vida, atingindo 
100% de prevalência aos doze meses. Já nos machos, tais anticorpos 
aparecem aos quatro meses de idade, e apresentam-se em todos os animais 
aos dezesseis meses (Milich e Gershwin, 1980). Fêmeas apresentam 50% de 
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mortalidade aos oito meses e meio, enquanto nos machos 50% de mortalidade 
é atingida aos quinze meses de idade (Theofilopoulos e Dixon, 1981). 
Dentre os FAN produzidos na linhagem NZB/NZWF1, estão os anticorpos 
a-DNA, que parecem estar relacionados à doença renal. A glomerulonefrite 
manifesta-se nas fêmeas entre cinco e seis meses de idade e a incidência de 
proteinúria aumenta depois dos seis a sete meses de vida, com a morte por 
falência renal ocorrendo de três a quatro semanas após a manifestação inicial 
dessa condição (Milich e Gershwin, 1980). 
 
1.12 – Manipulações Neonatais e Doença Auto-imune 
Há diversos relatos de que as manipulações neonatais interferem com as 
DA. Animais separados das mães por curtos períodos de tempo apresentam 
aumento na susceptibilidade à EAE, demonstrado pela maior incidência da 
doença e por sinais clínicos mais graves (Laban et al., 1995a). Ratos Lewis aos 
quais foi aplicado o procedimento de “gentling” (carícia do experimentador nas 
costas e no estômago do filhote separado, durante um minuto, a cada cinco 
minutos) nas primeiras semanas de vida também apresentam exacerbação dos 
sintomas clínicos da EAE (Manni et al., 1998). Um estudo demonstra que em 
ratas submetidas à SML, que aumenta a resposta do eixo HPA ao estresse, há 
supressão da EAE (Laban et al., 1995b). Em contrapartida, o trabalho de 
Stephan e colaboradores (2002) encontrou início precoce e piora da EAE em 
ratas Lewis separadas das mães por duas horas ao dia no período neonatal. 
Porém, vale salientar que esses animais apresentam níveis menores de CORT 
após a instalação da doença em relação ao grupo controle. A privação 
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materna, com duração de 24 horas, quando realizada no 9º dia de vida, 
aumenta a gravidade dessa doença inflamatória auto-imune na idade adulta 











































2 – Proposição 
 
                                                                    Proposição  
26 
No período neonatal, o sistema imunológico ainda não está 
completamente amadurecido. Em seres humanos, logo após o nascimento, a 
produção de citocinas do padrão Th2 é relativamente alta e desafios 
imunológicos em neonatos estão associados a uma predominância da resposta 
Th2 (Adkins, 1999). O amadurecimento imunológico, provavelmente 
envolvendo a exposição a infecções e à flora bacteriana, resulta na mudança 
do padrão para Th1 (Rook e Stanford, 1998). Sugere-se que o estresse 
neonatal em humanos como, por exemplo, cirurgia, aumente a susceptibilidade 
à alergia, a qual normalmente está associada a uma produção exacerbada de 
citocinas Th2 (Bjorksten e Kjellman, 1990). É possível então que a exposição 
neonatal a estímulos estressores interfira com o desenvolvimento do padrão 
adulto de produção de citocinas, influenciando, portanto, a susceptibilidade a 
determinadas doenças auto-imunes. 
Sendo o eixo HPA um elemento essencial na interação 
psiconeuroimunológica, alterações no funcionamento desse eixo podem afetar 
o desenvolvimento de doenças de caráter imunológico, como foi demonstrado 
em ratos da linhagem Lewis, que apresentam resposta deficiente do eixo HPA 
e maior susceptibilidade a doenças inflamatórias. Ratos da linhagem Fischer, 
por apresentarem uma hiperatividade do eixo HPA, são relativamente 
resistentes às mesmas doenças inflamatórias auto-imunes (Sternberg et al., 
1989a; Sternberg et al., 1989b). 
Dados da literatura indicam que a SMC diminui a responsividade do eixo 
HPA, enquanto que a SML promove seu aumento (Parfitt et al., 2004). Aliando 
essa alteração à influência dos GC sobre o SI e à conhecida alteração na 
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susceptibilidade a DA promovida pelas manipulações neonatais (Laban et al., 
1995a; Laban et al., 1995b; Teunis et al., 2002), é possível que as separações 
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Diante da alteração na responsividade do eixo HPA induzida pelas 
manipulações neonatais, e dos relatos de que o estresse em fases precoces da 
vida modifica a susceptibilidade a DA, o presente estudo teve como objetivo 
avaliar se as separações maternas, curta ou longa, alteram o curso da 
evolução espontânea do lupus no modelo animal NZB/NZWF1, bem como 
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4.1 – Manutenção dos Animais 
A linhagem de camundongos utilizada neste estudo foi a primeira 
geração do cruzamento de fêmeas New Zealand Black (NZB) com machos New 
Zealand White (NZW), denominada NZB/NZWF1. Para formação da linhagem 
F1, os casais NZB/NZW foram adquiridos do Biotério de Criação de 
Camundongos Isogênicos – Instituto de Ciências Biomédicas da USP. 
Todos os animais foram mantidos no Departamento de Psicobiologia da 
UNIFESP em um biotério construído especialmente para tal linhagem. Para 
garantir um ambiente livre de qualquer tipo de contaminação, algumas 
medidas foram rigorosamente seguidas, tais como: uso de serragem 
autoclavada, ração irradiada e água filtrada. Os bebedouros foram lavados 
semanalmente. O técnico responsável pela limpeza do biotério também seguiu 
normas rigorosas de assepsia. Todas estas medidas foram adotadas para que 
os animais permanecessem isentos de contaminações, uma vez que tais 
linhagens apresentam alterações imunológicas e, portanto, qualquer tipo de 
contaminação pode comprometer tanto a fertilidade quanto a sobrevivência 
dos mesmos. 
Os animais foram mantidos em um ciclo claro-escuro (12:12h, luzes 
acesas às 07:00h) e sob temperatura constante (23+2ºC), com livre acesso à 
água e ração.  
 
4.2 – Cruzamento e Manipulações 
Apenas a primeira geração provinda dos casais NZB/NZW foi utilizada. 
No entanto, genitores que inicialmente originaram animais alocados no grupo 
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não-manipulado (NM), foram reutilizados ainda para geração posterior de 
animais NZB/NZWF1 dos grupos separação materna curta (SMC) e separação 
materna longa (SML). 
Uma vez que mães separadas dos filhotes por 15 minutos no período 
pós-natal apresentam aumento à susceptibilidade à EAE (Laban et al., 1995a), 
os casais cuja prole havia sido submetida à SMC ou à SML não mais puderam 
ser utilizados, pois ainda não se sabe o efeito que tais manipulações têm sobre 
os progenitores da linhagem NZB/NZWF1. 
Um aspecto diferenciado na criação da prole NZB/NZWF1 é a presença 
do pai (macho NZW) na gaiola-moradia por todo o tempo de gestação e 
crescimento dos filhotes até o desmame, uma vez que este auxilia a fêmea 
NZB nos cuidados despendidos à prole. 
As ninhadas não foram padronizadas para um número fixo de filhotes, 
dada a dificuldade em se obter os casais NZB/NZW e, conseqüentemente, o 
número adequado de animais NZB/NZWF1 para compor cada um dos grupos.  
Logo após o nascimento, os camundongos NZB/NZWF1 foram 
distribuídos nos grupos: 
 1) NM (não-manipulado): não foi perturbado, exceto para limpeza da 
caixa uma vez por semana. 
2) SMC (separação materna curta): separados de suas mães durante 15 
minutos, diariamente, do 1° ao 14º dias após o nascimento, no período 
vespertino.  
3) SML (separação materna longa): separados de suas mães durante 3 
horas, diariamente, do 1° ao 14º dias de vida, no período vespertino. 
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Durante o período em que estiveram afastados das mães, os animais 
ficaram em caixas contendo serragem limpa, aquecidas por meio de mantas 
térmicas, em uma sala isolada adjacente ao biotério. 
O desmame foi realizado entre o 21º e 23º dias de vida, compondo-se 
os grupos NM (n=19), SMC (n=15) e SML (n=17). Após o desmame, foram 
alojados nas gaiolas-moradia de três a oito animais. Uma vez que as 
manifestações de lupus ocorrem predominantemente no sexo feminino 
(Lechner et al., 1996), neste estudo utilizou-se somente camundongos fêmeas. 
 
4.3 – Pesagem 
Os animais foram pesados a cada duas semanas da 6ª à 56ª semanas 
de vida. Entretanto, devido à alta taxa de mortalidade após a 36ª semana, 
inviabilizando a análise estatística, só serão apresentados os resultados da 
pesagem da 6ª à 36ª semana. 
Visando avaliar se logo anteriormente à morte os camundongos 
apresentam uma variação maior no peso, foram realizadas comparações entre 
as variações de peso até quatro medições antes da morte (A/B, B/C, C/D). 
Para fins de melhor compreensão, a tabela a seguir destaca a denominação 
utilizada: 
 
Denominação Medição Antes da Morte Intervalo (dias antes da morte)
A ante-antepenúltima 56 - 43
B antepenúltima 42 - 29
C penúltima 28 - 15
D última 14 - 0
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O cálculo da variação, apresentado em porcentagem, foi realizado de 
acordo com o seguinte exemplo: 
 
 
4.4 – Coletas de Sangue 
O sangue dos animais foi coletado na 9ª semana de vida, e na seqüência 
foram feitas coletas seriadas a cada duas semanas, entre a 10ª e a 34ª 
semanas de vida. 
A técnica utilizada para a coleta de sangue, descrita por Riley (1960), 
consiste na punção do plexo retro-orbital com pipeta Pasteur (figura 1) após 
anestesia rápida do animal com éter etílico. As amostras obtidas foram 









Figura 1: Coleta de sangue pelo plexo retro-orbital. 
(Peso B - Peso A).100
Peso A
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4.5 – Coletas de Urina 
Na 21ª, 27ª, 33ª e 37ª semanas de vida, os animais foram alojados em 
gaiolas metabólicas durante um período de cinco a seis horas, sendo ofertada 
sacarose em solução a 2%. Tal solução foi ofertada porque a sacarose é 
altamente palatável, estimulando uma maior ingestão de água, resultando 
teoricamente em um maior volume de urina eliminada. Além disso, no período 
em que ficaram nas gaiolas metabólicas, os animais não tiveram acesso a 
alimento e, portanto, a solução de sacarose garantiu uma fonte de energia 
para os camundongos. 
 
4.6 – Avaliação da Proteinúria 
A técnica descrita por Henry e colaboradores (1956) para determinação 
da quantidade de proteína na urina consiste na precipitação da massa de 
proteína excretada e posterior leitura em espectrofotômetro. Assim, as etapas 
realizadas foram as seguintes: 
 Confecção da curva padrão com quantidades pré-determinadas de 
BSA (Sigma A2153); 
 Adição de 750L de ácido sulfossalicílico 3% a 250L de urina; 
 Incubação por 10 minutos a temperatura ambiente; 
 Leitura da densidade óptica a 650nm em espectrofotômetro 
(Spectronic – Genesys 5 Milton Roy); 
 Plotagem dos dados obtidos na curva padrão para obtenção da 
concentração de proteína. 
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4.7 – Detecção de Fatores Anti-nucleares 
Os FAN dos animais NZB/NZWF1 foram analisados por meio de ensaios 
de imunofluorescência indireta com kits Antinuclear Antibody /ANA/Hep-2 IgG 
IFA (Hemagen Diagnostics, Inc.) e IgG de coelho anti-IgG de camundongo 
conjugada a fluoresceína (BioLab-Merieux), específicos para este fim.  
A seguinte técnica foi realizada: 
 Disposição de 20L de soro diluído nas áreas demarcadas da lâmina 
contendo células Hep-2, acompanhado de padrão positivo e 
negativo conhecidos; 
 Incubação por 30 minutos a 37ºC; 
 Lavagem das lâminas na cuba com tampão PBS (pH 7,2) por 10 
minutos; 
 Lavagem das lâminas na cuba com tampão PBS mais duas vezes, 
com duração de 5 minutos cada; 
 Disposição do conjugado específico em solução de Azul de Evans 
(proporção de 1:100) nas demarcações da lâmina; 
 Incubação por 30 minutos a 37ºC; 
 Lavagem das lâminas na cuba com tampão PBS (pH 7,2) por 10 
minutos; 
 Lavagem das lâminas na cuba com tampão PBS mais duas vezes, 
com duração de 5 minutos cada; 
 Aplicação da lamínula sobre glicerol tamponado; 
 Leitura em microscópio de fluorescência. 
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O soro inicialmente foi diluído em PBS na proporção de 1/50, ou seja, o 
volume total da diluição era 50 vezes o volume da amostra. As reações 
positivas foram repetidas com diluições progressivas do soro, até que se 
tornassem negativas, no intuito de quantificar os títulos de anticorpos séricos 
de cada amostra. As diluições padronizadas eram de 1/50, 1/100, 1/500, 
1/1000, 1/2000, 1/4000 e assim por diante, até que não se observasse mais 
os auto-anticorpos (FAN negativo). 
Aos resultados da detecção de FAN foram atribuídos valores numéricos 
relativos à diluição da amostra para os casos positivos. Às amostras negativas 
foi atribuído o valor zero. Na seqüência, foi calculado o logaritmo na base 10 
dos valores atribuídos somados a 1, como demonstrado na tabela a seguir: 
 




Amostra negativa 0 0 
1/50 1 0.301 
1/100 2 0.477 
1/500 10 1.041 
1/1000 20 1.322 
1/2000 40 1.613 
1/4000 80 1.909 
 
 
4.8 – Detecção de anticorpos anti-DNA 
Nas amostras positivas para FAN, foi realizada a detecção de anticorpos 
a-DNA por meio de ensaios de imunofluorescência indireta com kits DiaTest-
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nDNA FAT – DTS (Diagnostic & Technical Services c.c.) e IgG de coelho anti-
IgG de camundongo conjugada a fluoresceína (BioLab-Merieux), específicos 
para este fim. O substrato presente na lâmina é o flagelado Crithidia lucilliae, 
cujo cinetocoro possui grande quantidade de DNA. 
A técnica obedece exatamente aos mesmos princípios básicos de 
detecção de FAN, exceto pelo fato de partir de uma diluição de 1/5 do soro em 
PBS. A detecção de anticorpos a-DNA visa somente constatar se a amostra é 
positiva ou não, não havendo necessidade de titulação como no caso dos FAN.  
 
4.9 – Dosagem de Corticosterona 
As concentrações séricas de CORT dos animais foram deteminadas pela 
técnica de radioimunoensaio com anticorpo específico para ratos e 
camundongos, com o kit comercial produzido pela ICN Biomedicals (Costa 
Mesa, CA), com um protocolo modificado, que utiliza metade do volume dos 
reagentes, elaborado por Thrivikraman e colaboradores (Thrivikraman et al., 
1997). A sensibilidade do teste é de 3.125 ng/ml, e as variações intra e inter-
ensaios são de 6,9 e 7,3%, respectivamente. Foram seguidas as etapas: 
 Diluição das amostras; 
 Preparação da curva padrão; 
 Preparação de duplicatas das amostras diluídas; 
 Adição de CORT marcada radiativamente com I125; 
 Adição de anticorpo anti-CORT; 
 Incubação por 2 horas; 
 Adição de solução precipitadora; 
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 Centrifugação a 2300rpm por 15 minutos; 
 Descarte do sobrenadante; 
 Contagem da radiatividade em Contador Gama. 
 
4.10 – Longevidade 
A longevidade dos animais de cada grupo foi medida em semanas de 
vida, e para tanto os animais foram diariamente inspecionados. 
 
4.11 – Análise Estatística 
Para análise do peso, foi realizada a Análise de Variância (ANOVA) de 
uma via com medidas repetidas, sendo os fatores o grupo (NM, SMC e SML) e 
as semanas de vida (medidas repetidas). A análise a posteriori foi feita pelo 
teste de Bonferroni. Tendo em vista a avaliação da variação do peso corporal 
quando os animais aproximaram-se da morte, foi realizado a ANOVA de 
Friedman, incluindo as variações entre as medições A e B, B e C, e C e D. Na 
seqüência, foi aplicado o teste pareado de Wilcoxon. 
A ocorrência de FAN e de anticorpos a-DNA nos grupos ao longo do 
tempo foi analisada pela curva de sobrevivência estimada pelo método de 
Kaplan-Meier, sendo que o evento em questão foi a viragem dos FAN de 
negativo para positivo. A análise dois a dois entre os grupos, quando 
necessária, foi feita através do teste de Log-Rank. A censura foi estabelecida 
em 34 semanas de vida, uma vez que esta foi a ocasião da última coleta de 
sangue dos animais. 
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Para analisar a progressão dos títulos de FAN foi realizada a ANOVA de 
Friedman entre as semanas de vida, seguida pelo teste pareado de Wilcoxon. A 
análise entre os grupos em cada semana de vida foi realizada por ANOVA de 
Kruskal-Wallis. 
A análise da proteinúria foi realizada por meio do teste pareado de 
Wilcoxon entre as semanas de vida. A análise entre os grupos em cada 
semana foi feita através da ANOVA de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste U de 
Mann-Whitney. 
A longevidade foi analisada por meio da Curva de Sobrevivência 
estimada pelo método de Kaplan-Meier, sendo a censura estabelecida em 55 
semanas de vida. 
Para análise da concentração sérica de CORT, foi realizada uma ANOVA 
de uma via com medidas repetidas, tendo a manipulação (NM, SMC e SML) 
como fator entre-grupos e as semanas de vida como fator intra-grupo. O teste 
a posteriori utilizado foi o de Bonferroni. 
Para análise das concentrações de CORT antes, no momento da 
manifestação de FAN e logo após esse evento, foi realizada uma ANOVA de 
uma via com medidas repetidas (grupo x concentração de CORT nas semanas 
antes, durante e depois do início da manifestação de FAN). 
As análises de correlação envolvendo dados não paramétricos, como a 
proteinúria na 21ª, 27ª, 33ª e 37ª semanas, foram feitas através da correlação 
de Spearman, enquanto as demais foram realizadas através da análise de 
correlação de Pearson. 
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O nível de significância estabelecido foi de p<0,10 em virtude da grande 
variabilidade natural apresentada pelos animais em relação ao início da 
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5.1 – Pesagem 
Detectou-se efeito principal das semanas de vida (F(15, 360) = 34,9; 
p<0,0001), mas não do grupo (F(2, 24) = 1,35; p=0,28) ou interação entre 
semanas de vida e grupo (F(30, 360) = 0,93; p=0,58). Já se esperava encontrar 
efeito das semanas de vida devido ao desenvolvimento dos animais, com 
conseqüente ganho de peso até determinada fase, e subseqüentemente, 
aumento de peso promovido pelo edema que ocorre nessa linhagem em 
decorrência do comprometimento renal (Figura 2). 














Figura 2: Peso dos animais (g) em função da semana de vida (da 6ª à 
36ª). NM: não-manipulados (n=19), SMC: separação materna curta (n=15) e 
SML: separação materna longa (n=17). Os animais dos três grupos 
apresentaram ganho de peso contínua e homogeneamente. Dados expressos 
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A ANOVA de Friedman indicou diferença entre as variações de peso 
(2=11,5; p<0,01). O teste pareado de Wilcoxon detectou aumento 
significativo da variação do peso corpóreo entre as medições C e D 
(mediana=8,5%) em relação à variação entre A e B (mediana=4,4%, 
p<0,001) e B e C (mediana=3,2%, p<0,001). Essa variação está representada 
em módulo, mas entre as medições C e D, 54% dos animais apresentaram 
variação positiva do peso, enquanto 44% apresentaram variação negativa e 
2% variação nula. Ou seja, nos últimos dias de vida dos animais, houve um 
ganho ou perda de peso exacerbados. (figura 3). 














Figura 3: Variação no Peso dos Animais Antes da Morte (n=48). A-B, B-C 
e C-D representam, respectivamente, a porcentagem de variação no peso 
entre as medições A e B, B e C, e C e D. Houve um aumento da variação no 
peso entre a penúltima e última medições (C-D) em relação às duas variações 
anteriores, indicando que a morte foi precedida por um ganho ou perda de 
peso exacerbados. * p<0,001 em relação as variações A-B e B-C. Dados 
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5.2 – Detecção de Fatores Anti-nucleares 
5.2.1 - Ocorrência de Fatores Anti-nucleares ao Longo do Tempo 
A partir da análise da curva de sobrevivência, obteve-se 2=3,17 e 
p=0,21; ou seja, a proporção de FAN positivo aumentou igualmente nos três 




Tabela 1: Tempo médio de manifestação de FAN em semanas de vida, 
estimado pelo método de Kaplan-Meier. 
Grupo Tempo Médio de Desvio Padrão Eventos n Total
Manifestação de FAN
NM 21,9 5,4 18 19
SMC 20,3 5,6 14 15
SML 23,8 4,6 17 17  




Figura 4: Início da ocorrência de FAN.  Cada marcador representa o momento 
em que determinado animal tornou-se FAN positivo. A censura foi estabelecida 
na 34ª semana de vida. Os três grupos tiveram manifestação semelhante de 
FAN. NM: não-manipulados (n=18); SMC: separação materna curta (n=14) e 
SML: separação materna longa (n=17). 
 NM
 SMC
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5.2.2 - Titulação de Fatores Anti-nucleares 
A ANOVA de Friedman detectou diferenças entre as semanas de vida 
(2=365,9; p<0,0001). O teste pareado de Wilcoxon mostrou que, a partir da 
16ª semana de vida, houve um aumento dos títulos de FAN em relação às 
semanas 9 (p=0,008), 10 (p=0,008) e 12 (p=0,012). A partir da 18ª semana 
houve um aumento progressivo e significativo em relação à anterior até a 
semana 30 (p<0,05), sem que as 30ª, 32ª e 34ª semanas diferissem entre si 
(p>0,35). Portanto, os títulos de FAN aumentaram continuamente da 16ª à 
30ª semanas de vida (Figura 5). 
A ANOVA de Kruskal-Wallis não detectou diferenças nos títulos de FAN 
entre os grupos em nenhuma das 14 semanas de vida analisadas. 




Figura 5: Logaritmo dos títulos de FAN em função da semana de vida 
(da 9ª à 34ª). NM: não-manipulados (n=19), SMC: separação materna curta 
(n=15) e SML: separação materna longa (n=17). Ocorreu um aumento 
progressivo nos títulos de FAN nos três grupos da 16ª à 30ª semanas de vida, 
com valores constantes a partir da 30ª semana. § p<0,02 em relação à 9ª, 
10ª e 12ª semanas de vida. * p<0,05 em relação à semana anterior. Dados 
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5.3 – Detecção de Anticorpos Anti-DNA 
Na análise de sobrevivência, obteve-se 2=5,30 e p=0,07. O teste de Log-
Rank não identificou diferenças entre os grupos NM e SMC (p=0,65), porém o 
grupo SML diferiu dos grupos NM (p=0,07) e SMC (p=0,06), ou seja, a 
manifestação de anticorpos a-DNA iniciou-se mais tardiamente no grupo SML 




Tabela 2: Tempo médio de manifestação de anticorpos a-DNA em semanas de 
vida, estimado pelo método de Kaplan-Meier. O grupo SML apresentou 
manifestação tardia de anticorpos a-DNA.  
 
Grupo Tempo Médio de Desvio Padrão Eventos n Total
 Manifestação de a-DNA
NM 26,6 3,2 16 19
SMC 24,8 5,2 13 15
SML 29,0 3,2 12 17  
*p<0,07 em relação aos grupos NM e SMC. 
* 





Figura 6: Início da ocorrência de anticorpos a-DNA. Cada marcador representa 
o momento em que determinado animal tornou-se a-DNA positivo. A censura 
foi estabelecida na 34ª semana de vida. O grupo SML apresentou início tardio 
da manifestação de a-DNA em relação aos grupos NM e SMC (p<0,07). NM: 
não-manipulados (n=16); SMC: separação materna curta (n=13) e SML: 
separação materna longa (n=12).  
 NM
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5.4 – Avaliação da Proteinúria 
O teste pareado de Wilcoxon indicou aumento na proteinúria a partir da 
33ª semana de vida. Assim, a 33ª semana apresentou maiores valores em 
relação à 21ª (p=0,002) e à 27ª semanas (p=0,01). Na 37ª semana observou-
se aumento ainda maior em relação às semanas 21 (p=0,04), 27 (p=0,01) e 
33 (p=0,001) (Figura 7). 
A ANOVA de Kruskal-Wallis detectou diferença significativa entre os 
grupos apenas na semana 21 (H(2,n=40)=6,26; p=0,04). O teste U de Mann-
Whitney indicou que a diferença reside entre os grupos NM e SML, com o 
segundo apresentando maior concentração de proteína em relação ao primeiro 
(p=0,01). 
 











Figura 7: Proteinúria em função da semana de vida (da 21ª à 37ª). NM: não-
manipulados, SMC: separação materna curta e SML: separação materna longa. 
Observou-se um aumento da proteinúria dos camundongos a partir da 33ª 
semana. Os três grupos apresentaram aumento similar de proteinúria com o 
avançar da idade. * p<0,05 em relação às semanas 21 e 27. § p<0,05 em 
relação às semanas 21, 27 e 33. ¥ p<0,05: o grupo SML apresentou maior 
concentração de proteína na urina na semana 21 em relação ao grupo NM. 
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5.5 – Longevidade 
A curva de sobrevivência estimada pelo método de Kaplan-Meier resultou 
em 2=1,66, com p=0,44. Portanto, não houve diferença entre os grupos 




Tabela 3: Tempo médio de sobrevida em semanas de vida, estimado pelo 
método de Kaplan-Meier. A sobrevivência é similar nos três grupos.  
 
Grupo Tempo Médio Desvio Padrão Eventos n Total
 de Sobrevida (morte)
NM 39,6 8,78 18 19
SMC 38,0 6,73 15 15
SML 38,1 8,79 16 17  




Figura 8: Curva de Sobrevivência. NM: não-manipulados (n=19); SMC: 
separação materna curta (n=15) e SML: separação materna longa (n=17). Cada 
marcador representa a morte de determinado animal. A censura foi estabelecida na 
55ª semana de vida, e dois animais foram censurados. Os três grupos assemelharam-
se na sobrevida. 
Completo   Censurado
 NM
 SMC
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5.6 – Dosagem de Corticosterona 
Foi detectado efeito principal do fator grupo (F(2, 34) = 9,32; p<0,001), e o 
teste de Bonferroni indicou diferença significativa dos grupos SMC (p=0,028) e 
SML (p<0,001) em relação ao grupo NM, sendo que ambos os grupos exibem 
menores concentrações basais de CORT em relação ao grupo NM (Figura 9). 
Não houve efeito significativo do fator semanas de vida (F(13, 442) = 1,34; 
p=0,19) ou interação entre os fatores (F(26, 442) = 0,63; p=0,92). 















Figura 9: Concentração sérica de CORT em função da semana de vida 
(da 9ª à 34ª). NM: não-manipulados (n=19), SMC: separação materna curta 
(n=15) e SML: separação materna longa (n=17). Os grupos SMC e SML 
apresentaram menores concentrações de CORT. * p<0,05 em relação ao grupo 
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5.7 – Corticosterona Antes e Depois do Início dos Fatores Anti-
nucleares 
Uma vez que o estado inflamatório crônico altera o funcionamento do eixo 
HPA, analisamos a concentração sérica de CORT em três pontos específicos: na 
coleta anterior à manifestação inicial de FAN, na coleta em que pela primeira 
vez se detectou o FAN no animal, e na coleta imediatamente posterior à essa 
ocorrência inicial. Ou seja, para cada animal, esses três pontos representam 
semanas de vida diferentes.  
Não houve efeito do grupo (F(2, 45) = 2,3; p=0,11); da condição antes, durante 
e depois da manifestação inicial de FAN (F(2, 90) = 0,94; p=0,39) ou interação 
entre os fatores (F(4, 90) = 1,65; p=0,17) (Figura 10). 














Figura 10: Concentração sérica de CORT antes, durante e depois da 
manifestação inicial de FAN. NM: não-manipulados (n=18), SMC: separação 
materna curta (n=14) e SML: separação materna longa (n=17). Os três grupos 
não apresentaram alteração das concentrações de CORT em função da 
manifestação do lupus, inferida pela ocorrência de FAN. Dados expressos como 
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5.8 – Correlações 
5.8.1 - Concentração de Proteína na Urina, Longevidade e Início da 
Ocorrência de Anticorpos a-DNA 
Como a instalação da proteinúria é um fenômeno que se observa 
naturalmente na linhagem NZB/NZWF1, e dado o reduzido número de animais 
nas últimas coletas devido tanto à morte quanto à dificuldade em se obter 
urina em quantidade suficiente dos animais mais debilitados, não foram 
realizadas análises de correlação em separado para cada grupo, mas sim uma 
análise englobando todos os animais. Foram encontradas fortes correlações 
entre a semana de morte e a proteinúria na 33ª (R=-0,74; p<0,0001) e 37ª 
semana de vida (R=-0,73; p<0,001) dos animais. Ou seja, em estágios mais 
adiantados da vida dos camundongos NZB/NZWF1, maiores concentrações de 
proteína na urina estiveram relacionadas à morte precoce (Figura 11). 
Diante do conhecido papel de anticorpos a-DNA na formação de 
imunocomplexos que se depositam nos glomérulos, favorecendo o 
comprometimento renal, investigamos se a presença desses anticorpos no soro 
dos animais lúpicos estaria relacionada a maiores índices de proteína na urina. 
Novamente, devido às condições relatadas anteriormente, não fizemos análises 
em separado para cada grupo. Não foram obtidas correlações significativas em 
nenhuma das semanas analisadas: 21ª (R=-0,04; p=0,82), 27ª (R=-0,15; 
p=0,44), 33ª (R=-0,18; p=0,34) e 37ª (R=0,13; p=0,67). Desse modo, pode-
se inferir que a proteinúria nos camundongos NZB/NZWF1 não foi influenciada 
pelo início da manifestação de anticorpos a-DNA. 




Figura 11: Correlação entre a semana de morte e a proteinúria na 33ª 
(A) e 37ª (B) semanas de vida. Cada marcador representa um animal. A: R=-
0,74 e p<0,0001. B: R=-0,73 e p<0,001. Maiores concentrações de proteína 
na urina nas semanas em questão mostraram-se correlacionadas à menor 
sobrevida. 
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5.8.2 –Longevidade e Manifestação de Auto-anticorpos 
Não foram encontradas correlações entre a semana de morte dos animais 
e o início da manifestação de FAN em nenhum dos grupos (NM: R=-0,10, 
p=0,68; SMC: R=0,42, p=0,13; SML: R=0,22, p=0,39). A análise de Pearson 
também não detectou correlação entre a semana de morte e o início da 
ocorrência de anticorpos a-DNA (NM: R=0,13, p=0,61; SMC: R=0,21, p=0,50; 
SML: R=0,02, p=0,95). 
Portanto, o início da manifestação dos parâmetros imunológicos do lupus 
murino não se mostraram relacionados à longevidade dos animais NZB/NZWF1. 
 
5.8.3 – Correlações entre Média Total de CORT e Outros Parâmetros 
A partir dos valores da concentração de CORT de todas as semanas 
avaliadas, para cada animal foi calculada a média total de CORT. 
A tabela 4 indica os resultados da análise de correlação de Pearson entre 
a média total de CORT e os demais parâmetros avaliados. As únicas 
correlações fortes e significativas, encontradas no grupo NM, foram entre a 
média total de CORT e início da manifestação de FAN, e entre a média total de 
CORT e a longevidade, sendo a primeira uma correlação negativa (R=-0,70 e 
p<0,01) a última uma correlação positiva (R=0,65 e p<0,01). Portanto, 
quanto maior a concentração média de CORT, mais cedo o ocorreu a 
manifestação de FAN e mais tarde ocorreu a morte do animal não-manipulado 
(figura 12). Quanto ao grupo SML, foi encontrada uma média correlação 
negativa entre a concentração média de CORT e a manifestação de a-DNA, ou 
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seja, o início tardio da manifestação de anticorpos a-DNA está associado a 
baixas concentrações de CORT. 
A análise de Spearman não identificou correlação significativa entre a 
média total de CORT e a proteinúria na análise conjunta dos três grupos. 
Entretanto, quando a análise é feita em separado, apenas o grupo NM tendeu a 
apresentar correlação entre a média total de CORT e a concentração de 
proteína na urina na 37ª semana dado o alto valor de R; porém, como o 
número de amostras foi pequeno, a correlação não foi significativa (R=-0,60, 
p=0,21, n=6). Dessa forma, pode-se dizer que há uma tendência de maiores 
concentrações de CORT associarem-se a menor proteinúria na 37ª semana de 
vida dos camundongos. 
 
 
Tabela 4: Correlação entre média total de CORT e início de manifestação 
de FAN e a-DNA, e longevidade.  
*correlações fortes e significativas (R>0,60 e p<0,01); § correlação média 





Início FAN R = -0,70 R = 0,16 R = -0,14
Início a-DNA R = -0,22 R = 0,19 R = -0,53
Longevidade R = 0,65 R = 0,12 R = -0,10
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Figura 12: Correlações entre a média total de CORT e manifestação 
inicial de FAN (A), e semana de morte (B). Cada marcador representa um 
animal. A: R=-0,70 e p<0,01. B: R=0,65 e p<0,01. Maiores concentrações 
médias de CORT ao longo da vida estiveram correlacionadas a início tardio da 
manifestação de FAN e à morte precoce. 
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6.1 - Síntese dos Resultados 
De um ponto de vista geral, os grupos NM, SMC e SML tiveram início da 
ocorrência e titulação de FAN semelhantes. Entretanto, a produção de 
anticorpos a-DNA iniciou-se tardiamente no grupo SML em relação aos demais 
grupos. Os títulos de FAN aumentaram progressivamente em todos os grupos 
da 16ª à 30ª semanas de vida, mantendo-se constantes entre a 30ª e a 34ª 
semanas. Tal aumento refletiu a evolução da doença, caracterizada pela 
produção crescente de auto-anticorpos contra o núcleo celular, entre outros 
auto-antígenos. Os três grupos também não diferiram no aspecto patológico 
analisado, a proteinúria, nem no peso e sobrevida. 
Evidenciou-se, entretanto, uma marcante diferença na concentração de 
CORT sérica, que foi menor nos grupos SMC e SML em relação ao grupo NM, 
em todas as semanas de vida avaliadas. Porém, em nenhum dos grupos houve 
um aumento na concentração de CORT em virtude da manifestação inicial do 
lupus, ou seja, não houve aumento de CORT nas semanas durante ou após a 
ocorrência inicial de FAN. 
Observou-se correlação negativa entre a longevidade e a proteinúria nas 
33ª e 37ª semanas de idade. Animais com altas concentrações de proteína na 
urina apresentaram menor sobrevida. Além disso, houve um aumento na 
variação do peso antecedendo a morte, indicando que os animais ganharam ou 
perderam muito peso nos últimos dias de vida. 
No grupo NM, foi encontrada correlação negativa entre a concentração 
média total de CORT e o início da manifestação de FAN, indicando que maiores 
concentrações de CORT aceleraram o início da manifestação de auto-
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anticorpos. No entanto, neste mesmo grupo, observou-se correlação positiva 
entre a média total de CORT e a longevidade, ou seja, maiores concentrações 
de CORT estiveram relacionadas à morte tardia. Nos animais manipulados, 
essas correlações não foram observadas, sugerindo uma possível alteração no 
padrão de secreção de CORT em resposta à instalação da doença. 
 
6.2 - Manipulações Neonatais e Corticosterona 
As fêmeas submetidas à SMC e à SML apresentaram menores 
concentrações séricas de CORT em relação às fêmeas não-manipuladas. 
Existem contradições na literatura quanto às concentrações basais de ACTH e 
CORT em animais submetidos à SMC e à SML. Meaney e colaboradores (1992) 
e Ladd e colaboradores (2004) descrevem que ratos NM, SMC e SML não 
diferem nas concentrações basais de ACTH e CORT ao longo do ciclo diurno. 
Porém outros estudos mostram que ratos submetidos à SMC (machos e 
fêmeas) apresentam concentrações basais de CORT mais baixas do que 
animais NM (Panagiotaropoulos et al., 2004; Papaioannou et al., 2002). Em 
ratas submetidas à SML, já foi descrita a redução das concentrações basais de 
CORT (Slotten et al., 2006), bem como a ausência de influência de tal 
manipulação nas concentrações basais deste hormônio (Kim et al., 2005). 
Parfitt e colegas (2004) não encontraram diferenças nos valores basais de 
CORT de camundongos C57BL/6 submetidos à SMC e SML em relação a 
animais NM. Os mesmos resultados em machos e fêmeas foram obtidos por 
Avistur e colaboradores nessa linhagem de camundongos submetidos à SML 
(2006). Porém, dados ainda não publicados de nosso laboratório mostraram 
                                                                      Discussão  
69 
que fêmeas de camundongos Swiss submetidas à SML apresentaram 
concentrações basais de CORT mais altas do que aquelas submetidas à SMC. 
Tais divergências na literatura podem decorrer da forma diversa com que 
as manipulações precoces afetam as diferentes linhagens de ratos e 
camundongos, uma vez que a atividade neuroquímica central e sua variação 
promovida por estresse diferem entre linhagens e entre indivíduos de uma 
mesma linhagem (Anisman et al., 1998). Além disso, não conhecemos nenhum 
outro trabalho que tenha avaliado o efeito dessas manipulações precoces no 
modelo NZB/NZWF1. É possível que nesta linhagem qualquer distúrbio da 
relação mãe-filhote, independente do tempo de duração dessas separações, 
leve a conseqüências semelhantes na secreção de CORT. Uma vez que não 
analisamos o comportamento materno das fêmeas NZB em relação aos seus 
filhotes NZB/NZWF1, não podemos definir se houve um cuidado semelhante 
para com os camundongos dos grupos SMC e SML, que tenha diferido daquele 
para com a prole NM. No entanto sabe-se que as mães NZB apresentam longa 
latência para o recolhimento de seus filhotes e utilizam outras pistas que não 
as vocalizações ultrassônicas emitidas pela prole (Carlier, Roubertoux & 
Cohen-Salmon, 1982; Cohen-Salmon et al., 1985). Sugere-se na literatura que 
a diferença nos cuidados maternos após a SMC e a SML têm origem, em parte, 
nas vocalizações emitidas pelos filhotes (Bell et al., 1971). Como a linhagem 
NZB não emite o comportamento materno baseando-se em vocalizações, 
pode-se especular que a alteração de comportamento materno induzido pela 
SMC e SML talvez não tenha sido semelhante àquela relatada para outras 
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linhagens, promovendo uma diminuição da concentração de CORT em ambos 
os grupos, em relação ao grupo NM. 
 
6.3 – Corticosterona e Doença Auto-imune 
Os GC preferencialmente inibem linfócitos não-ativados e, ao mesmo 
tempo, favorecem a expressão de receptores IL-2 nos linfócitos ativados, 
tornando-os mais sensíveis ao efeito da IL-2 durante a expansão clonal 
(Wiegers e Reul, 1998). Portanto, a liberação de GC durante uma reposta 
imunológica específica resultará na supressão de células imunológicas com 
baixa ou nenhuma afinidade pelo antígeno, enquanto favorece a expansão 
clonal das células com alta afinidade para o antígeno. Assim, a interação entre 
o eixo HPA e o SI é um dos fatores que impede a expansão cumulativa da 
quantidade e atividade de células imunológicas (del Rey e Besedovsky, 2000).  
O tratamento com corticosteróides melhora o prognóstico de muitas 
doenças auto-imunes. No caso do LES, os corticosteróides são os agentes anti-
inflamatórios e imunossupressores mais comumente utilizados no tratamento 
da doença. Em doses farmacológicas, os GC podem inibir a cascata de 
produção de citocinas inflamatórias, reduzir o número de células produtoras de 
citocinas como IL-2 e IFN- (padrão Th1) e IL-4, IL-6 e IL-8 (padrão Th2), 
suprimir a ativação de células T, facilitar a apoptose de células imunológicas 
ativadas e, indiretamente, reduzir os efeitos citotóxicos do óxido nítrico e do 
TNF-(Sloka e Stefanelli, 2005), melhorando então os quadros inflamatórios 
das DA. 
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Entretanto, sob condições fisiológicas normais, os GC apresentam função 
imunomodulatória e, pelo aumento de sua produção, o organismo procura 
diminuir a inflamação (Sternberg, 2001). Não encontramos alterações na 
concentração de CORT ao longo da vida dos camundongos NZB/NZWF1. Chida 
e colaboradores (2005) observaram que em um modelo de lupus, a linhagem 
MRL/lpr, os animais apresentam aumento das concentrações séricas de CORT 
ao longo da vida, e somente quando submetidos ao estresse de isolamento 
social, tal aumento deixa de ocorrer. Em oposição a esse resultado, um estudo 
mostrou que nessa mesma linhagem de camundongos, bem como na linhagem 
NZB/NZWF1, não há diferença entre as concentrações de CORT observadas no 
segundo e no quinto meses de vida (Lechner et al., 1996). Entretanto, dados 
ainda não publicados de nosso laboratório indicaram que há um aumento da 
CORT a partir da 13ª semana de vida, que persiste ao longo do tempo (Palma, 
2005). Tal fato aparentemente contrastaria com a estabilidade da 
concentração de CORT encontrada ao longo da vida dos animais avaliados no 
presente estudo. No entanto, as concentrações aumentadas de CORT 
encontradas a partir da 13ª semana no estudo citado são semelhantes àquelas 
que os camundongos deste trabalho apresentaram a partir da 9ª semana de 
vida. Ou seja, estes animais já apresentaram desde o princípio altas 
concentrações séricas de CORT, provavelmente características da linhagem. 
Uma hipótese para o aumento de CORT ao longo da vida de animais lúpicos é 
que com a manifestação da doença inflamatória e conseqüente produção de 
citocinas como a IL-6, a qual apresenta-se em altas concentrações no lupus 
(Alarcon-Riquelme et al., 1992; Elenkov e Chrousos, 2002; Masi et al., 1999a), 
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haveria uma maior produção de GC. Porém não observamos alteração na 
concentração sérica de CORT antes, durante e depois da manifestação do 
lupus, determinada pela presença de FAN, sugerindo uma não-reatividade do 
eixo HPA frente à instalação do estímulo imunológico. Em várias doenças auto-
imunes pode-se observar essa redução na resposta do eixo HPA frente a 
estímulos imunológicos que normalmente o ativariam. Diversos estudos 
mostram concentrações séricas normais de cortisol em pacientes com artrite 
reumatóide, o que seria inapropriado diante da inflamação em andamento, 
caracterizada por produção aumentada de TNF-, IL-1 e IL-6 (Elenkov e 
Chrousos, 2002; Masi et al., 1999a). Camundongos NZB/NZWF1 apresentam 
menor aumento nas concentrações de CORT em relação a camundongos Swiss 
e C3H/HeJ quando submetidos a injeção de rhu IL-1, mas isso provavelmente 
por já apresentarem níveis basais mais altos do que os animais sem doença 
auto-imune (Lechner et al., 1996). 
A resposta do eixo HPA ao estresse parece estar relacionada à 
susceptibilidade do indivíduo à determinadas doenças inflamatórias, mas não 
parece ser o único fator envolvido. Ratos que não apresentam o desamparo 
aprendido possuem maior reatividade do eixo HPA em relação aos animais que 
apresentam este comportamento, e desenvolvem inflamação precocemente e 
com maior gravidade (Chover-Gonzalez et al., 2000). Além disso, a 
susceptibilidade à EAE entre três linhagens de ratos que apresentam diferentes 
respostas do eixo HPA ao estresse é diferente, de modo que ratos Dark Agouti 
e Brown Norway apresentam uma resposta robusta do eixo HPA frente ao 
estresse de novidade, enquanto ratos Lewis apresentam um menor aumento 
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de ACTH e CORT em comparação aos primeiros. No entanto, tanto ratos Lewis 
quanto Dark Agouti mostram-se susceptíveis à indução de EAE com proteína 
básica de mielina (PBM), caracterizada por inflamação mediada por células T e 
macrófagos. Em um outro paradigma de EAE, induzida por glicoproteína 
mielina de oligodendrócito (GMO), a doença é mediada por uma ação sinérgica 
de células inflamatórias e anticorpos anti-GMO. Nesse tipo de EAE, a 
susceptibilidade à doença nessas três linhagens é completamente diferente da 
EAE sem participação de anticorpos. Os animais Brown Norway, resistentes à 
EAE induzida por PBM, apresentam uma forma letal da EAE induzida por GMO 
apesar de sua vigorosa resposta do eixo HPA. Por outro lado, os ratos Lewis se 
mostram bem menos susceptíveis à EAE induzida pela GMO do que os animais 
das outras linhagens, uma vez que apresentam um início tardio das 
manifestações, bem como uma forma mais branda da doença (Stefferl et al., 
1999). 
Diante dos argumentos apresentados, esperávamos que altas 
concentrações de CORT estivessem relacionadas a uma alteração na 
manifestação do lupus, acelerando o início ou agravando a doença, já que 
sabidamente os GC promovem uma mudança do padrão de citocinas pró-
inflamatórias (Th1 - imunidade celular) para um padrão anti-inflamatório (Th2 
- imunidade humoral) (Elenkov e Chrousos, 1999), e o lupus é uma doença 
auto-imune de padrão Th2 (Elenkov e Chrousos, 2002). No grupo NM 
observou-se um início precoce da manifestação de FAN em associação com 
altas concentrações médias totais de CORT, indicando que tal padrão de CORT 
estaria relacionado ao início precoce do lupus em suas manifestações 
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imunológicas. Contudo, a longevidade dos animais com altas concentrações 
médias de CORT foi maior, dada a correlação positiva encontrada entre 
semana de morte e média total de CORT. O aspecto patológico principal da 
doença na linhagem NZB/NZWF1, a glomerulonefrite que pode ser inferida pela 
proteinúria (Theofilopoulos e Dixon, 1985), também parece ser menos grave 
em animais NM com altas concentrações de CORT, embora o pequeno número 
de animais para análise da proteinúria da 37ª semana não tenha permitido a 
obtenção de significância estatística na correlação negativa encontrada. Nos 
grupos SMC e SML não há correlação entre a média total de CORT e início de 
FAN, longevidade ou proteinúria, indicando que as manipulações podem ter 
interferido com a relação existente entre os GC e a expressão do lupus murino. 
Entretanto, no grupo SML, que apresentou início tardio da manifestação de 
anticorpos a-DNA, foi detectada uma correlação negativa moderada entre a 
concentração média de CORT e o início de ocorrência de anticorpos a-DNA, ou 
seja, animais que apresentaram as menores concentrações de CORT 
manifestaram estes anticorpos tardiamente. A SML, portanto, afetou apenas a 
associação entre a CORT sérica basal e um tipo específico de auto-anticorpo, o 
anticorpo a-DNA, não influenciando a relação entre GC e a gravidade da 
doença. 
 
6.4 - Manipulações Neonatais, Glicocorticóides e Padrão de 
Citocinas 
Um estudo demonstrou que a SML leva à maior expressão, sob condições 
basais, de RNAm de citocinas inflamatórias (IFN-, IL-1 e IL-2) e anti-
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inflamatórias (IL-4 e IL-10) no cólon, fígado e baço (Barreau et al., 2004). 
Fêmeas de camundongos C57BL/6 separadas das mães por 6 horas do 1° ao 
14° dias de vida apresentam aumento da expressão de citocinas pró-
inflamatórias (IL-1, IL-6, TNF-, IL-12 e IFN-) em relação aos animais não-
manipulados, quando infectados com o vírus influenza, e uma resposta 
reduzida de CORT frente à infecção (Avitsur et al., 2006). Na mesma linha de 
raciocínio, a administração de DEX nos três primeiros dias de vida resulta em 
maior expressão de RNAm de citocinas pró-inflamatórias e resposta reduzida 
de CORT diante de desafio com LPS, além de um quadro mais grave de EAE 
(Bakker et al., 2000). Dessa forma, o aumento de CORT em animais separados 
da mãe por um tempo prolongado (Pihoker et al., 1993) poderia estar 
relacionado a uma resposta de CORT reduzida diante de desafios imunológicos 
na vida adulta, bem como a uma predominância de linfócitos Th1. Reforçando 
essa possibilidade, o trabalho de Barreau e colaboradores (2006) demonstra 
que a SML facilita a infecção primária a Nippostrongylus brasiliensis e exacerba 
a infecção intestinal induzida pelo parasita. Como a resposta imunológica a 
esse nematódeo é caracterizada pelo aumento na expressão de citocinas Th2 
(Gause et al., 2003), é possível que a SML resulte em prejuízo desse padrão 
de resposta imunológica, favorecendo assim o padrão de citocinas Th1.  
Um início precoce da manifestação de FAN poderia insinuar um padrão de 
citocinas Th2 exacerbado. Entretanto, em nossos animais submetidos a 
manipulações neonatais essa manifestação precoce não foi observada. Porém, 
a modificação da ontogênese do eixo HPA pelas manipulações em nossos 
camundongos também foi diferente daquelas relatadas nos trabalhos citados, 
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pois as concentrações basais de CORT apresentaram-se diminuídas em relação 
às dos animais controle.  
Apenas o grupo SML apresentou diferença na manifestação da doença em 
relação aos demais grupos, caracterizada pela ocorrência tardia de anticorpos 
a-DNA. E, embora esses animais já apresentassem menores concentrações de 
CORT em relação aos animais do grupo NM, parece que quanto menor foi a 
concentração média deste GC, mais tarde iniciou-se a manifestação de a-DNA 
em animais separados da mãe por um tempo prolongado. Ou seja, a SML além 
de diminuir as concentrações de CORT ao longo da vida do animal, ainda 
alterou a relação entre os GC e a manifestação do lupus de modo diferenciado 
da SMC, pois nesta última quaisquer associações entre a CORT e os 
parâmetros da doença avaliados no presente estudo deixaram de existir.  
Contudo, os efeitos mais marcantes das manipulações neonatais sobre as 
interações neuro-imunológicas ocorrem quando os animais são submetidos a 
condições de estresse (Bhatnagar et al., 1996). O estresse também apresenta 
um papel de extrema relevância sobre as DA, pois o início ou exacerbações 
destas muitas vezes ocorrem na seqüência de um episódio estressante 
(Blumenfield, 1978; Chida et al., 2005; Meyerowitz et al., 1968; Palma et al., 
2006; Wallace e Metzger, 1994). Parece um fato contraditório que o estresse, 
caracterizado por um aumento na liberação de GC, esteja associado ao início 
precoce ou piora do quadro de DA. Ainda não foi possível estabelecer 
exatamente quais as razões dessa relação, entretanto, é necessário diferenciar 
a ação do estresse intenso e sustentado, como morte do cônjuge ou doença 
grave na família, e do estresse moderado e agudo (estresse do dia-a-dia), 
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sobre o SI. Diversos estudos afirmam que estresses menores estão 
relacionados a exacerbações de DA, enquanto que estresses intensos e 
sustentados estão associados a uma diminuição da atividade destas doenças 
(Straub et al., 2005). Os mecanismos envolvidos ainda não foram elucidados, 
mas o estresse agudo parece aumentar a imunidade humoral (Carr et al., 
1992) e a produção de IL-6 (Hirano et al., 2001), já o crônico tem efeito 
oposto sobre a produção de anticorpos (Edwards e Dean, 1977). 
O único tipo de estresse significativo pelo qual nossos animais passaram 
foi o da instalação e desenvolvimento do lupus; porém, como o 
desenvolvimento dessa doença ocorre de forma espontânea na linhagem 
NZB/NZWF1, talvez os efeitos das manipulações neonatais não se mostrem tão 
claros sem que haja a indução de um outro tipo de estresse nesses animais. 
 
6.5 – Glomerulonefrite e Longevidade 
A glomerulonefrite nos animais NZB/NZWF1 é caracterizada por infiltrado 
de células inflamatórias dentro e ao redor dos glomérulos, bem como nas 
áreas intersticiais, especialmente nas áreas perivasculares do rim. As células 
inflamatórias em questão são principalmente células T CD4+ e macrófagos 
(Nozaki et al., 2005). Há também envolvimento de imunocomplexos que, de 
acordo com as hipóteses vigentes, poderiam depositar-se nos rins ou se formar 
in situ (Du et al., 2006). Foi encontrado um aumento das concentrações de 
proteína na urina na 33ª e 37ª semanas de vida dos camundongos dos três 
grupos e, uma vez que a proteinúria é um método de inferência de 
                                                                      Discussão  
78 
glomerulonefrite nessa linhagem, pode-se afirmar que os animais passaram a 
apresentar tal patologia com o avançar da idade.  
O quadro de glomerulonefrite que se estabelece no lupus é uma 
importante causa de morbidade e mortalidade entre os pacientes portadores 
de LES, sendo a principal causa de morte em camundongos NZB/NZWF1 
(Nozaki et al., 2005). Detectou-se uma correlação negativa entre as 
concentrações de proteinúria nas 33ª e 37ª semanas de idade, e o tempo de 
vida dos animais, ou seja, em estágios mais avançados da vida, maiores níveis 
de proteína na urina estão relacionados à morte precoce dos camundongos 
NZB/NZWF1. 
Os camundongos apresentaram ganho contínuo de peso ao longo da vida. 
Até determinada fase, os animais estão em desenvolvimento, implicando no 
ganho de peso. Entretanto, em fases mais avançadas da vida, tal aumento do 
peso corporal pode estar relacionado ao edema, em especial à ascite, que se 
apresenta nessa linhagem de camundongos em decorrência da 
glomerulonefrite (Theofilopoulos e Dixon, 1985). De acordo com o estágio da 
doença, tanto o ganho quanto a perda de peso podem ser observados nos 
camundongos NZB/NZWF1. A redução no peso ocorre nos casos de caquexia, 
enquanto o aumento deve-se ao edema generalizado (Theofilopoulos e Dixon, 
1985). Nossos resultados indicaram que houve uma variação maior entre o 
peso corpóreo dos animais entre a penúltima e a última mensuração antes da 
morte, em relação às variações anteriores. Portanto, tanto o agravamento da 
caquexia quanto do edema foram indicativos de mortalidade. 
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Historicamente prevalecia o conceito de que os anticorpos a-DNA fossem 
os responsáveis pelo início da glomerulonefrite no lupus. No entanto, o 
advento tecnológico que permitiu a investigação mais profunda da auto-
imunidade de células B e T, salientou o envolvimento de outros componentes 
que não o DNA dupla-fita, como os nucleossomos, na formação de 
imunocomplexos no rim (Berden et al., 2002; Du et al., 2006). No presente 
trabalho não foi detectada correlação entre o início da manifestação de 
anticorpos a-DNA e a proteinúria dos animais, ou seja, talvez logo de início 
realmente não sejam estes anticorpos os responsáveis pelo comprometimento 
renal que se observa nos camundongos NZB/NZWF1. Um estudo temporal 
revela que os anticorpos anti-nucleossomo depositam-se primeiro, e na 
seqüência depositam-se os anticorpos a-DNA, indicando que para haver o 
depósito destes últimos, é necessária a formação de um substrato antigênico 
nucleossômico (Berden et al., 2002). Na clínica, a correlação entre a detecção 
de anticorpos a-DNA e a glomerulonefrite lúpica não é perfeita, pois alguns 
pacientes com glomerulonefrite ativa não apresentam tais anticorpos, 
enquanto alguns pacientes manifestam persistentemente altos títulos de 
anticorpos a-DNA sem mostrar sinais de acometimento renal (Du et al., 2005). 
Entre as citocinas do padrão Th1, o IFN- e a IL-12 desempenham um 
importante papel no desenvolvimento de doenças auto-imunes do rim (Fan et 
al., 1997; Jacob et al., 1987). Há, inclusive, aumento da produção de IL-12 
por células epiteliais tubulares e macrófagos durante o desenvolvimento da 
glomerulonefrite lúpica em camundongos MRL-Fas (lpr) (Fan et al., 1997). 
Quanto às citocinas produzidas por células Th2, a IL-4 aumenta a diferenciação 
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de células B e T (especialmente com padrão Th2), e o aumento na produção 
desta citocina está associado à patogênese do lupus (Funauchi et al., 1999) e 
ao quadro de glomerulonefrite (Schorlemmer et al., 1995). Acredita-se que a 
inibição dessas citocinas esteja associada à melhora da glomerulonefrite lúpica 
nos animais NZB/NZWF1 (Nozaki et al., 2005).  
O IFN- na presença de IL-6 induz uma mudança de classe para IgG2a, a 
qual possui grande potencial nefritogênico e induz a glomerulonefrite (Richards 
et al., 2001). A deleção do receptor ou dos genes do IFN-, ou a administração 
de anticorpo monoclonal anti-IFN- está relacionada a um aumento da taxa de 
sobrevivência de animais lúpicos (Haas et al., 1998; Jacob et al., 1987; 
Schwarting et al., 1998), uma vez que o IFN- é essencial para o início, 
progresso e destruição auto-imune do rim (Schwarting et al., 1998). Por outro 
lado, a IgG1, cuja mudança de classe é induzida por IL-4 (Snapper et al., 
1991), deposita-se em pequena quantidade nos glomérulos, sugerindo um 
papel secundário da IgG1 e da IL-4 no desenvolvimento da glomerulonefrite. O 
tratamento de camundongos NZB/NZWF1 com FK506, um agente 
imunossupressor, diminui a expressão de RNAm de IL-2 e IFN-, sem alterar a 
expressão de RNAm de IL-4 e IL-10. Os animais tratados apresentam maior 
taxa de sobrevivência e menores valores de IgG2a sérica, além de uma 
redução no depósito de IgG2a e IgG2b no rim (Sugiyama et al., 2004). 
As citocinas de padrão Th1 parecem ter um papel preponderante na 
glomerulonefrite lúpica. Assim, uma menor produção dessas citocinas poderia 
estar relacionada a um menor acometimento renal. Nos animais do grupo NM 
foi observada uma forte correlação entre a concentração média de CORT e a 
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longevidade, além de uma correlação negativa entre a média total de CORT e a 
proteinúria na 37ª semana de vida. Portanto, podemos sugerir que maiores 
concentrações de CORT representariam uma proteção do próprio organismo 
frente à doença. O mecanismo envolvido nessa proteção poderia dever-se à 
produção principalmente de citocinas de padrão Th2 e, com menor produção 
de citocinas Th1, a doença renal seria menos grave e de progressão mais 


















































7 - Conclusões 
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De acordo com os dados apresentados, a SML interferiu com a produção 
inicial de anticorpos a-DNA, retardando sua manifestação, enquanto a SMC não 
afetou qualquer um dos parâmetros da doença avaliados em si. As 
manipulações neonatais ainda diminuíram a concentração basal média de 
CORT nas fêmeas de camundongos NZB/NZWF1 em relação a animais NM. 
No grupo NM foram observadas associações entre a concentração média 
de CORT e o surgimento de FAN e longevidade, indicando que, embora maiores 
concentrações de CORT relacionaram-se à manifestação precoce de auto-
anticorpos nucleares, elas também estiveram associadas a um maior tempo de 
vida. As manipulações neonatais aboliram tais correlações; no entanto, a SML 
induziu a formação de uma nova associação, no caso entre a concentração de 
CORT e o início da manifestação de anticorpos a-DNA. Portanto, além de 
interferirem na secreção basal de CORT, as manipulações neonatais 
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